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Prufungsantrag genn. 5 44 PatG ist gestellt 
@ Vorrichtung und Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren 

@ Es wird ein Verfahren beschrieben zur Isolierung und 
Reinigung von Nukleinsauren aus Zellen oder anderen 
Quellen, wobei 

a) die Nukleinsauren enthaltenden Zellen aufgeschlossen 
und die Zelltrummer entfernt werden oder sonstige nuklein--^, 
saurehaltige Proben mit Anionenaustauschern behandelt 
werden, und zwar in Pufferlosungen mit geringer lonenstar- 
ke, 

b) danach die Nukleinsauren mit einem Puffer hoher lonen- 
starke von dem Anionenaustauscher desorbiert werden, um 
danach 

c) im Puffer hoher lonenstarke mit einem mineralis chen > 
Tragermaterial behandett z u werde n unter Adsorption der * 
Nuklemsaure an die Ober/lache der mineralischen Trager- 

, stoffe, woraufhin 

I d) eine Desorption der Nukleinsaure mit Wasser oder einer ^ 
, Pufferldsung mit geringe r l onenstarke erf olgt. 

"Die Vorrichtung ^ur UufcnfUhrung des erfindungsgemaSen 
Verfahrens besteht aus einem Hohlkorper (1) mit einer 
EinlaSoffnung (7) und einer AuslaSoffnung (8), wobei im 
Hohlkorper (1) zwischen zwei Fixiereinrichtungen (5 und 6) 
ein pulverformiges erstes Material auf Silicagelbasis (10) 
angeordnet ist und ein zweites Material (11) zwischen dem 
ersten Material (10) und der AuslaSdffnung (8) angeordnet 
ist, wobei die ersten und zweiten Materialien (10, 11) 
unterschiedliche Adsorptionscharakteristika fur Nukleinsau- 
ren aufweisen. 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolierung 
und Reinigung von Nukleinsauren aus Zellen oder ande- 
ren Quellen und eine Vorrichtung zur Durchfiihrung des 
Verfahrens gemaB Oberbegriff des Patentanspruchs 16. 

Bei der Praparation von NukJeinsauren mussen die 
Zelien zunSchst durch die Verwendung von Enzymen. 
wie zum Beispiel Proteinase K, Lysozym und Deiergen- 
tien wie SDS, Brij, Triion-X-100. Tween 20, DDC und 
Cheniikalien wie Natriumhydroxid, Guanidin-Hydro- 
chlorid und Guanidin-Isothiocyanat aufgeschiossen 
werden. Dem Experimentator sielli sich das Problem, 
vor der Reinigung der Nukleinsauren die Zelltriimmer 
zu entfernen und dann aus dem Zell-Lysai die Nuklein- 
sauren Oder Nukleinsaurefraktionen zu isolieren. Wei- 
terhin mussen bei der Praparation von Plasmid DNA 
Oder genomischer DNA haufig verwendete Deiergen- 
lien, wie SDS (Sodiumdodecylsuifat). entferni werden 
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gen. jedoch fuhrt dies zu merklicher Degradation der 
NukJemsauren in den entsprechenden Proben. Nach der 
Dialyse muB die entsalzte Nukleinsaure durch eine Ge- 
friertrocknung konzentriert werden, Eine andere An 
der Konzentrierung erfolgt durch eine Fallung der Nu- 
klemsaure mit Ethanbl, Isopropanol, Polyethyienglykol 
(PEGX Die Nukleinsauren sind in diesem System nicht 
loshch und fallen aus. Die ausgefallenen Nukleinsauren 
mussen jedoch durch einen Zentrifugationsschritt pelie- 
tiert werden. Das Nukleinsaurepellei wird kurz getrock- 
net und anschlieBend in einem kleinen Volumenpuffer 
sehr niedriger Salzkonzentrationen gelost, urn eine kon- 
zentrierie salzfreie Nukleinsaureprobe zu erhalten. 
Durch diese Zentrifugations- und Fallungsverfahren ist 
eine einfache und schnelle Gewinnung von Nukleinsau- 
ren nicht moglich und eine Auiomaiisierung laBt sich 
nur schwer durchfiihren. Andererseits sieigi der Bedarf 
nach emfachen und auiomatischen Verfahren zur Pra- 
paration von Nukleinsauren durch das Vordringen der 
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von SDS durch ein Ausfallen mit Kalziumacetat. da oas 
Kaliumsalz von SDS schwer loslich isL Die Zelltriimmer 
werden dann zusammen mit dem ausgefallenen SDS 
abzentrifugiert. Da die Bestandieile im Lysat ein sehr 
voluminoses und schmieriges. gelartiges Pellet ergeben. 
bereitet setost die Abtrennung dieser Trummer in einer 
hochtourigen Zentrifuge Schwierigkeiten. Obiicherwei- 
se erfolgt die Entfernung der Zelltriimmer durch eine 
Zentrifugation zwischen 5000 g bis 20 000 g fur 15 bis 60 
Minuten, Dieses Verfahren hat den NachteiL daB es sehr 
zeit- und arbeiisaufwendig ist und sich nicht automati- 
sieren laBt, 

Die DE-A 36 39 549 beschreibi ein Verfahren zur Iso- 
lierung und Reinigung langkettiger Nukleinsauren von 
anderen Substanzen aus Bakterien. Viren. tierischen und 
pflanzlichen Geweben und Zellen sowie Korperfliissig- 
keiten. insbesondere Zellinhaltsstoffen und/oder deren 
Abbauprodukten sowie Bestandteilen der KorperflQs- 
sigkeiten. die nicht langkettige Nukleinsauren sind. Da 
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Sequenzierung des menschlichen Genoms. Dabei sind 
jeweils groBe Probenmengen aufzuarbeiten. 

Das der Erfindung zugrundeliegende technische Pro- 
blem besteht darin. ein Verfahren bereitzustellen, daB es 
ermdglicht. Nukleinsauren zu isolieren und zu reinigen. 
ohne daB ein Zentrifugationsschrift zur Entfernung der 
Zellbruchstucke oder ungel6ster Bestandteile des Zell- 
Lysats notwendig ware und, ohne daB die Nukleinsau- 
ren in Puffersystemen hoher Salzkonzentrationen anfal- 
lea wobei die Nukleinsauren einen nachgeschalieien 
Entsalzungs- und Konzentrierungsschritt notwendig 
machen. Das bereitzustellende Verfahren soli die Nu- 
kleinsauren prakiisch in einem direkt weiierverarbeit- 
baren Zustand liefern. Ein weiterer Aspekt des genann- 
ten technischen Problems besteht in der Schaffung einer 
Vorrichtung, mil der das Verfahren in besonders vorteil- 
hafter Weise ausgefuhrt werden kann. Das der Erfin- 
dung zugrundeliegende technische Problem wird in 
iiberraschend einfacher Weise durch ein Verfahren ge- 
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schonenden AufschluB und Entfernung der Zellbruch- 
stiicke und anderer ungeloster Bestandteile an einem 
Anionenaustauscher fixiert, wahrend die abzutrennen- 
den Substanzen ausgewaschen werden. Danach werden 
die fixierten Nukleinsauren mit einem Puffer hoher lo- 
nenstarke von der Matrix wieder abgeldsL 

Aus der DE-A 37 1 7 21 1 ist ein Verfahren bekannt zur 
Trennung und Reinigung von Biopoiymeren. wie Nu- 
kleinsauren, wobei die Nukleinsauren an einer in einer 
speziellen Vorrichtung angeordneien Matrix adsorbien 
werden. Die Pufferbedingungen sind dabei so einge- 
stellt daB die Nukleinsauren uberwiegend adsorbien 
v/erden, wahrend storende Substanzen. wie Proteine, 
niedcrmolekulare Stoffe oder auch Zelltrummer. nicht 
gebunden werden. 

Nachieilig an diesem stellvertretenden Stand der 
Technik ist die Tatsache. daB ein Zentrifugationsschritt 
zur Entfernung der Zellbruchstiicke und der ungelosten 
Bestandteile aus dem Zell-Lysat notwendig isL Ein wei- 
teres Problem besteht darin. dafl die Nukleinsauren 
durch die Elution in Puffem hoher lonenstSrke von den 
in groBer Konzentration vorhandenen Salzen befreit 
und gleichzeitig konzentriert werden miissen. In den 
allermeisten Fallen sind die weiteren Verfahrensopera- 
tionen mit den so gewonnenen Nukleinsauren nur mit 
Pufferbedingungen moglich, die geringere lonenstarken 
aufweisen. Die Entfernung der in hoher Konzentration 
im Puffer gel6sten Saize kann auch durch Dialyse erfol- 
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charaktensiert isL Die daran anschlieBenden Verfah- 
rensanspriiche betreffen bevorzugte Ausfiihrungsfor- 
men des erfindungsgemaBen Verfahrens, 

Eine Vorrichtung. mit der das erf indungsgemaBe Ver- 
fahren in besonders vorteilhafter Weise ausgefuhrt wer- 
den kann. ist durch die Merkmale des Anspruchs 1 6. 35. 
37 charakierisiert. Die darauf zuriickbezogenen Unter- 
anspriiche betreffen weitere bevorzugte Ausfuhrungs- 
formen der erfindungsgemaBen Vorrichtung. 

Zunachst werden die Zellen, deren NukleinsSure iso- 
liert Werden sollen. in iiblicher Weise aufgeschiossen 
und die Zelltriimmer werden enifernt Dies kann minels 
Filtration oder Zentrifugation geschehen. Vorzugsweise 
erfolgt die Gewinnung der klare n Zell-Lysate durch ei- 
ne Filtration uber eine stufenweise oder asymetns5h 
aufgebauie Filterschichi. Das die Nukleinsauren enihal- 
lende Filtrat kann sofort mit Anionenaustauschern be- 
handeli werden. Als Anionenaustauscher kann ein han- 
delsubliches Material ausgewahit werden, welches eine 
Bindung der zu isolierenden Nukleinsaure unter den 
jeweiligen Praparationsbedingungen eriaubt. Die Anio- 
nenaustauscher sind vorzugsweise obcrflachenmodifi- 
zierte TrSger aus einer Matrix, vorzugsweise bestehend 
aus Agarose. Dextran* Zelluiose. Acryiamid, Polyvinylal- 
kohol, Polystyrol, Gias, Aluminiumoxid, Tiiandioxid, 
Zirkondioxid oder SilicageL wie zum Beispiel DEAE-Se- 
pharose®, Q-Sepharose® DEAE-Sephadex«*, DEAE- 
Toyopeari®. Amberlite®. Nukleogen®. Qiagen®. Die An- 
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ionenaustauscher konne n por5se_T r&germaterialien mil 
einer zur Wechselwirkung geeigneten inneren Oberfla- 
che hohcr Kapazitat oder nicht porose Traprermateria- 
lien sein, die nur auf der Sufieren Oberfllche eine Wech- 
selwirkung mit dem zu trennenden Gemisch eingehi. 
Ganz besonders bevorzugt handelt es sich bei dem An- 
ionenaustauscher um ein Material auf Basis von Silica- 
gel das eine Partikelgr6Be von 1 bis 250 um, vorzugs- 
weise 10 bis 50 \xTn und ganz besonders bevorzugt 15 bis 
25 \im und einen Porendurchmesser von 1 bis 2500 nm, 
bevorzug t 1 0 bis 500 nm, besonders bevorzu gt 200 bis 
400 nm, aufweist Ais Anionenausiauschermatenal hat 
^sich msbesondere ein Material mit hoher Oberflachenla- 
dung und hoher Bindungskapazitat fiir NukleinsSuren 
erwiesen. Die Modifizierung des Silicagels erfolgt vor- 
zugsweise durch Silanisierung des Tragermaterials, wie 
beispielsweise in der EP-A 83 901 065, DE-A-39 35 098 
und US-A-50 57 426 offenbari. in der EP-A 83 901 065 
wird zum Beispiel gamma-Glycidyloxypropyltrimethox- 
ysiian und N.N-DimethylaminoethanoI zur Modifizie- 
rung des Tragermaterials verwendeu 

Die Adsorption der Nukleinsauren erfolgt unter Be- 
dingungen, wie sie typischerweise bei niedrigen Salz- 
konzentrationen voriiegen. Vorzugsweise sind dies- 
niedrigere Salzkonzentrationen als solche mit der die 
Nukleinsaureft von der Saule eluien werden kOnnen. Je 
nach verwendeten lonenaustauschermaterialien und 
pH-Werten kann die Salzkonzentration dabei 0^5 bis 
1,5 M beiragen. 

Nach der Adsorption der NukleinsSuren an dem An- 
ionenausiauschermaterial kann sich mindestens ein 
Waschschritt mit Puffer geringer lonenstarke anschlie- 
Ben. 

Vorzugsweise befindet sich das lonenaustauscherma 
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tauscher und Silicagel nicht beschrieben, wobei der An- 
ionenausiauscher die Reinigung der Nukleinsaure Qber- 
nimmt und bei den Konzentrationen von 0^5 M — 1,5 M 
Salz zwar die Verunreinigungen, wie Metaboliten, Pro- 
teine und teilweise RNA, Polysaccharide entfemt wer- 
den, aber diese unter den gegebenen Bedingungen nicht 
an die nachgeschaltete Silicagelschicht adsorbieren 
konnen, und die Silicagelschicht die Entsaizungs- und 
Konzentrationsaufgabe iibemimmi, wenn die Nuklein- 
saure im folgenden Schritt mit einer Salzkonzentration 
vom Anionenaustauscher eiuiert wird. die hoch genug 
ist die Nukleinsaure an die Silicagelschicht adsorbieren 
kann. 

Als Puffersalze in den angegebenen Konzentrationen 
kommen fur den Adsorptionsschritt an den minerali- 
schen Trager folgende in Betracht: 



Salz 

NaCl: 
Naa04: 
Gu-HCl: 
NaJ: 



Konzentration 

3-5 M 
5-7 M 
5-7 M 
3-5 M 



Die Behandlung mit der Salzlosung kann einfach 
durch Auftropfen auf den Filter und Absaugen erfolgen. 
In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Silica- 
gelschicht mit einer Perchloratlosung, pH 6,5 bis 8.5, 
30 insbesondere pH 7 bis 8, behandelt. Dies erfolgt zweck- 
maBig durch Pipettieren und Durchsaugen. Besonders 
bevorzugt wird hierzu eine L6sung, die 4 bis^MZLNa*- 
_C1CM.5 bis 20 roM/ Uris-HCl p H 7 bis 8 und 0,5 bis 2 
mM/1 EDTA enthalt- verwenriet. Nach dem Entfernen 



terial dabei in einem iiberwiegend zylindrischen Hohl- 35 der chaotropen Lbsungen, insbesondere der Natrium- 



korper einer Saule. Die Saule wird dann mit einer Salz 
losung gewaschen, deren lonenstarke so hoch wie mog 
lich ist, ohne daB die erwunschie Nukleinsaure eiuiert 
wird. Damit werden niedermoiekulare und schwach ge- 
ladene Verunreinigungen und Proteine ausgewaschen. 

Danach w ird die Nukleinsaure mit einem Puffer ho- 
her lonenstarke von dem Anionenausiauschermatenal 
desorbiert, um dann unmittelbar im Eiutionspuffer ho- 
her lonenstarke mit einem mineraiischen Trager gebun 



perchloratiosung, wird vorzugsweise mit waBrigem Et- 
hanol nachgewaschen, zum Beispiel mit 50 bis 90tyoigem 

EthanoL < 

Nach dem Trocknen der Filter erfolgt dann die Eiu- 
40 tion in ubiicher Weise mit einer verdiinnten waBrigen 
Salzlosung, wie z. B. in Anal. Biochem. 101. 339 — 341 
(1980) beschrieben. Ein bevorzugies Elutionsmittel ist 
0.5 bis 2 mM/1 Tris-HCl, pH 7 bis 8. enthaltend 0.05 bis 
0,2 mM/1 EDTA. im folgenden ais TE bezeichnet. Beson- 



7 den zu werden. tfNukleinsauren konnen in Gegei mart 45 ders bevorzugt wird ein pH-Wen von 73 bis 8.5. Ein 

I vo n chaotropen Salzen wie Natriumiodid, Natriumper- anderes geeignetes Elutionsmittel sind verdiinnte De- 

.chlo rat an feingemahlenem Gias oder Silicagel gebu n- tergenslosungen, wie zum Beispiel 0,1 % SDS, die jedoch 

den werden. wenn man die Nuklemsauren mit oer lemen weniger bevorzugt werden. / 

Gias- bzw. Silicagelsuspension versetzt und langere Zeit Es hat sich gezeigt, daB auBer Silicagel auch andere 

inkubiert, um eine Bindung der Nukleinsaure an das 50 mineralische Trager zur Adsorption der Nukleinsaure 



Silicagel zu ermoglichen (B. Vogelstein und D. Gillespie, 
1979, Proc. NaL Aca. Sci USA, 76, 615 - 19; Preparative 
and analytical purification of DNA from agarose: R. 
Yang, J. Lis und B. Wu, 1979, Elution of DNA from 
agarose after gel electrophoresis. Methods Enzvmol. 65, 55 
176-182; M.A. Marko, R. Chipperfield und H.C Bim- 
boim, 1982, A procedure for the large scale isolation of 
highly purified plasmid DNA using alkaline extraction 
and binding to glass powder. Anal. Biochem, 121, 
382-387). 60 

Das erfindungsgemSBe Verfahren zeigt iiberraschen- 
derweise. daB Nukleinsaure auch beim Passieren von 
sehr dunnen Schichten von Gias oder Silicagel effizient 
adsorbierea obwohl die Verweilzeit nur 1—30 Sekun- 
den betragt. Es zeigt sich auch,'*daB eine Bindung in 65 
hohen Natriumchlorid- und Lithiumchloridkonzentra- 
tionen erfolgt und chaotrope S^ h*^ "'^h uotwendig 
sind Auch ist bisher eine Kombination aus Anionenaus- 



geeignet sind in einer bevorzugten Form wird jedoch 
Silicagel der PartikelgrbBe 1 bis 250 ^m. bevorzugt 5 bis 
50 ^im, insbesonder e 15—25 M.m. ei ngesetzL Die Entsal- 
zungsschicht kann ats eine lose geschuttete Schicht, die 
zwischen zwei PE-Fritien eingeschlossen ist. in der Ex- 
traktionssaule eingesetzt werden. Eine andere Ausfuh- 
rungsform beinhaltet die Anwendung der mineraiischen 
Trager in Membranform nach EP 03 23 055 (07.12.1988, 
3M, Composition Chromatographic Article). 

Mit dem erfmdungsgemSBen Verfahren kdnnen Nu- 
kleinsauren venschiedenster Provenienz getrenni und 
pTaparieft werden. Dabei ist es gleicHgiiltig, ob die Nu- 
"TcleinsSuren aus Bakterien. Zellkulturen, Blut, Gewebe, 
Urin, Viren oder aus Amplifikationsreaktionen, wie 
PCR (Polymerase Chain Reaction), SSSR (Self-Sustai- 
ned-Sequence Replication), Ligase-Chain- Reaction und 
ahnlichen Reaktionen siammen, oder ob es sich um mar- 
kierte Nukleinsauren, wie in Biotin markierte, fluores- 
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zens-markiene oder radioaktiv markierte Nukleinsau- 
ren handelt. Als Nukleinsaure kommen NukleinsSuren 

ITno^nT, ,9''*'?!"''*'"^'*=*' 10 NukJeotiden bis 

200.000 Nukleotjden in Betracht. Als Nukleinsauren im 

,!^t ,, werden Olegonukleotide von 10 bis 

100 Nuk^otiden. RNA mit 50 bis 25 000 Nukleotiden. 
Plasmid-DNA mit 2500 bis 25 000 Basenpaaren. Cos- 
mid-DNA mit 5000 bis 60 000 Basenpaaren oder ge- 
nomische DNA mit 100 bis 200 000 Basenpaaren ver- 
standen. 

Die nach Schritt d) des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens erhaltene NukieinsSurefraktion oder -fraktionen 
werden m Losungen mit geringer Salzbelastung erhaJ- 
ten. Es ist somit moglich. die fiir die weiiere Prozessie- 
rung erforderlichen Pufferbedingungen nachtrSglich 
emzustellen. In besonders vorteiihafter Weise wird die 
an dem Silicagias gebundene Nukleinsaure bereits in 
dem 2ur Weiterverarbeitung bestimmten Puffer eluiert 
Die isolierten NukleinsSuren werden fOr die unter- 
sciiiedlichsten Anwendungen eingesetzt. Besonders 
haufig erfolgt die enzymatische Umsetzung mit Restrik- 
tionsenzymen Polymerasen und Ligasen zur Restrik- 
tionsanalyse. Sequenzierung. Markierung mit Radioak- 
uvuat Oder nicht radioaktiven Markern. wie Bioiin 
PC^'Siv^'TTc Amplifikation mit Hilfe der 

der^^rfiSn^^:^^^^^^^^^ 

rf»P'^ f'^; ' ""^ Vorrichtung zur Durchfuhrung 
H.hit?"*^"1®'?^'"*'^^" Verfahrens. die aus einem 
HohIk6rper 1 mit einer EinlaBdffnung 7 und einer Aus- 
^Boffnung 8 besteht Der Hohlkarper besteht vorzugs- 
weise aus Polypropylen (PP). Polyethylen (PE). Polyme- 
StpI> , ^^^u^"^^' Po'ytetrafluirethyTen 

r?fPA'N^ K^ut'"''*''''"'"' Polyacr^lni- 
tnl(PAN). Im Hohlkorper 1 ist zwischen zwei Fixierein- 

ein?r,^fn ^'r T P"'^«rfS""ig« erstes Material aus 
HohSoTZ/f h'f ^^^.^r'"^*^"^' '0 angeordnet. Im 
Hohlkorper l befindet sich em zweites pulverfSrmiges 

zZlhen 1 ^i"^'",™neralischen TrSgermaTefia 
nnnl 5 n ^"^n Material 10 und der AuslaBSff- 
nung 8. Die ersten und zweiien Materialien 10 11 wei- 
Nukl.^inc""^'"^''"?*'^- ^'^^O'-Ptionscharakieristika fur 
HoncoT J'^" ^yJ- ^'^ Unterschiede in den Adsorp- 
tionscharaktenstika werden durch unterschiedliches 
Adsorptionsverha ten in Puffern hoher bzw. niedSgS 
lonenstarken bestimmt. Werden zum Beispiel Nuklein- 
sauren vom ersten Material 10 unter Bedingungen nied- 
ifZ gebunden. so muC das zweite Material 

11 in der Lage sein. Nukleinsauren unter Pufferbedin- 
fa«fn " "'l "^" lonenstarke ungehinden passieren zu 
sSeI.°M'"!f^''" ""*" Bedingungen hoher lonen- 
s arke die Nukleinsaure vom ersten Material 10 desor- 
bieri und an dem zweiten Material 1 1 adsorbiert wird 

hJ?^"^""^"'^ pulverfSrmige Maie- 

nal 10 aus emem Anionenaustauscher aus oberflachen- 
modifizienen Tragermaterialien auf Basis von Agarose. 
?oTvstvr«rVp'"?r'- .^^^'^'"•d. Polyvinylalkohol 
TiH -c?"- Aluminiumoxid. Titanoxid. Zirkondio- 

^Lr„K ^'''"S^'- 'nsbesondere Anionenaustauscher 
der oben genannten Art auf Silicagel basis. Der vorzugs- 

von , K- eine Partikelgro- 

Be von 1 b.s 250 urn. bevorzugt vpn 10 bis 40 iim insbe- 

""^^ ""'*«"em->orendurchm'l=Tse?von 

20ol'40?nT:aT"^'""'' ' ° ""^ ^nsbesondere 

Das zweite Materia] 11 ist ein mineralisches Trager- 
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material, insbesondere aus Silicagel. Glas. Zeolith Alu- 
miniumoxid. Titandioxid, Zirkiondioxid. Kaolin, Kiese- 
Fo^JZ?^^''"'"'!' Silicagias. gegebenenfalls in 
Form einer Silicagelsuspension. Das zweite Material 11 
weist vorzugsweise eine PartikelgroBe von 1-250 am. 
insbesondere 10 bis 30 urn. bevorzugt 15 bis 25 um. auf 

Die Einrichtungen 5 und 6 bestehen vorzugsweise aus 
gesintenem Glas (Fritten) oder Membranen aus kLs"! 
m?l[ Nln°'^"''^ Polypropylen, Glas. Kera- 

mik. Nylon Oder em VI.es aus Polypropylen. Poylethy- 
len. Nylon. Die Porositat der Einrichtungen 5. 6 betragt 
vorzugsweise 10 bis 500 ^m. ""^iragi 

dun«Lm1ft ^'^^o.^^e" Ausfuhrungsform der erfin- 
dungsgemaBen Vornchtung zeigt die fig. 2. Don ist das 

hThw^'*"'?' Waferial 11 so im 

Hohlkorper 1 angeordnet, daB die Materialien 10 li 
direkt aneinandergrenzen und zwar in getrenntin 
I e'^h"?;'^" ^^T""""^ Fixiereinrichtungen 
dufch e^nl T y°^"es^«i^e kann das Material 

Hie tJ. Trennemrichtung 13 getrennt werden. wobei 
die Trennemrichtung 13 eine por6se Scheibe. vorzugs- 

bran oder?'"'"'!"^"' Kunststoffmem- 
bran. oder Gewebe. vorzugsweise aus Nvlon. ist. 

L»ie Fig. 3 zeigt eine weitere bevorzugte Ausfuh- 
rungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung. wobei 

AuslaB 18 zwischen den Fixiereinrichtungen 5. 15 fixien 
isL Die einen Kanal bildende AuslaBdffnung 18 weist 
einen genngeren Querschnitt als der Hohlkorper 1 auf 
und mundet vorzugsweise in einem Kanal 18a. dessen 
Frs.TMaTi'-^f'inlV'' derjenige des Kanals 18 ist. Das 
ner/tl™ B 10 befindet sich im Lumen des Hohlk6r- 
H,!r^h H c •*'u*' groBeren Durchmessers und ist 
durch die Emrichtung 6. 16 fixiert. Es kann dabei vorteil- 
nafi sem. das erste und zweite Material 10. 11 aneinan- 
dergrenzen zu lassen. so daB diese nur durch eine «- 
meinsame Emrichtung 17 getrennt sind (siehe fig. 4) 
Die fig. 5 beschreibt eine weitere bevorzugte Aus- 
H !'^'"d"ngsgema6en Vorrichtung. die 

m Hohlkorper neben den Schichten aus einem ersten 
und zweiten Material 10. 11 eine weitere Schicht 12 
aufweisu die uber dem ersten Material 10 angeordnet 
ausShiS";' v' " "-^^hanische Filtereinrichtung 
ausgebildcL Vorzugsweise ist die dritte Schicht 12 ein 
asymmetrischer Filter, wobei die Porengroflen des Fil- 
ters in FlieBrichtung der Probe, also von Zufiihrungsoff- 
kZV ^"^^AuslaBfiffnung 8 bzw. 18, abnimmt Dami, 
:n,f^^.^" T '^^^ befindliche Zelltrummer 

entfernt werden. ohne daB die Gefahr einer Versiop- 
fung der Vorrichtung besteht ^ 
Die Materialien 10 und 11 kSnnen in samtlichen Aus- 
fuhrungsformen der erfindungsgemaBen Vorrichtung 
eniweder pulverf6rmig und/oder als PreBkdrper ausge- 
bildet sein Wenn die Materialien 10. 11 in Partikelform 
voriiegen. kann es empfehlenswert sein. diese in einem 
T."!^™*" '"cnen Kunststoffcn einzubetten, so daB 
nl P?!f« Membran voriiegen gemaB 

^T^lf '° u?** ^^-^^ ^ 717 sowie in der DE 
41 27 276 vorgeschlagen. Das Tragernetz kann aus Tef- 
lon bestehea 

fr.iP'^ ' * '\^5'=*""eibt eine weitere bevorzugte Aus- 
fuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung. wo- 
bei acht emzelne. getrennte Vorrichtungen gemSB 

S VoTm!.- ^^^™^,*!! ^'""^ Achtereinheit bilden. 
per Vorteil dieser Ausfuhrungsform. die mit jeder der in 
1 --5 beschnebenen Einzelformen durchfuhrbar ist Heet 
in der parallelen Praparaiion von 8 Proben unter ZuhH- 
tenahme von Mehrkanalpipetten. Diese Form kann 
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«t,ch 12mal aneinandergescm hergestelh werden, wo- 
bd 96 P^oben prozessierbar werden. Der groBe Vorte.l 
?st dann gegebea wenn das international standardisierte 
Mikrotiter-Formatverwendetwird 

nic Fie. 7 beschreibt eine Vorrichtung. die in einen^ 5 
zyKschen Hohlk5rper 1 mit HinlaB6ffnung 7 und 
SaDdffnung 8 ein Anionenaustauschermatenal 10 
c^^^^^^^^^^ Einrichtungen 6 und 5 fixiert entha t 
Darauf ist aufgestecki ein weiierer zyhndnscher Hohl- 
Porpe n desfen Lumen verschiedene Filterschichten 10 
aS^ordnet sind Die Filterschichten 20 ^t^^^^onnen 
gesimertem Polyethylen. Polypropylen, PTFE Glas, 
Silicagel, Aluminiumoxid oder geschutteten Diatomen- 
erde 1 B. Cellii oder Silicagel bestehen. Aber atich ver- 
webtes, verklebtes Viies in Form von Polypropylen, Po- ts 
ivester Glasfasem und Silica kommen in Betrachi. Die 
Porosiiai der einzelnen Schichten betragt vorzugsweise 
15 am bis 500 ^m in einer Dicke von 0,1 mm bis 10 mm. 
Die PorengroBe der Filterschicht wird, in FlieBrichtung 
eesehen, von Schicht zu Schichi geringer. In einer typi- 20 
fchen Ausfiihrungsform betragt die ^^^/.^^^^^^^ 
der Schicht 20 etwa 100 bis 300 ^im, in der Schicht 21 30 
bis 100 iim und in der dritien Filterschicht 5 bis 30 ^m. 

Die Fig. 8 zeigt eine weitere bevorzugte Ausfuh- 
rungsform der Vorrichtung nach Fig. 7, wobei als in 25 
RieBrichtung ges^ehen, 6berste Filterschicht 23 erne hy- 
drophobe Schicht eingesetzt wird. Die hydrophobe 
Trennschicht 23 verhinden die unerwunschte Penetra- 
tion des rohen Zell-Lysats in die Filterschicht vor Be- 
ginn der eigentlichen Filtration. Die hydrophobe Trenn- 30 
schicht 23 besteht vorzugsweise aus versponnenem 
Oder gesintertem Polypropylen, Polyethylen, Polyester 
Oder Polytetrafluoroetylen(PTFE)-Fasem, in emer Po- 
rositat von lO jim bis 500 jim und vorzugsweise eine 
Dicke von 0,1 bis 5 mm. 35 

Die Fig. 9 beschreibt eine Filtrationsvomchtung, die 
ahnlich aufgebaut ist, wie die in den Fig. 7 und 8 be- 
schriebenen, mit dem Unterschied, daB verschiedene 
Filterschichten mit abnehmender PorengrbBe m einer 
einzigen Filterschicht 12 mit kontinuierlich abnehmen- 40 
der PorengroBe verbunden sind Die asymmetrische Fil- 
terschicht 12 ist vorzugsweise mit einer hydrophoben 
Filterschicht 23 am obercn Ende, in FlieBrichtung gese- 
hen, versehen. Die asymmetrische Filterschicht 12 be- 
steht vorzugsweise aus versponnenem Polypropylen 45 
Oder Polyesterfasem; kommerziell erhaitlich smd Profi- 
le, beispielsweise von Pall Filtertechnik, Dreieich, 
Frankfurt mit Porosiiatsabstufungen von 500 bis 50 ^im, 
100 bis 10 ^im, 50 bis 5 nm sowie 10 bis 0,1 ^m. Die Dicke 
der asymmetrischen Filterschicht sollte vorzugsweise 50 
1 mm bis 10 mm beiragen. 

Die Fig- 10 beschreibt Fiitrationseinnchtungen zur 
Abtrennung von NukleinsSuren im erfindungsgemaBen 
Sinne wobei auf die Filterkonfiguraiionen der Fig. 9 zu- 
ruckgegriffen wird und wobei eine asymmetnsche Fil- 55 
terschicht mit einer hvdrophoben Filterschicht 23 verse- 
hen isL Im Hohlkorper 1 bef indet sich anstelle des Anio- 
nenaustauschers 10 ein mineralischer TrSger 11. aer in 
der Lage isi. NukleinsSuren in hochkonzentrierten Salz- 
iosungen zu adsorbieren. . . . ^ 

Die Fig. 1 1 beschreibt eine Konfiguration in ciner 
Verbindung der Fig. 9 und 10. Dabci wird der Vorrich- 
tung, die in Fig. 2 beschrieben wird, lediglich em Filter- 
aufsatz bestehend aus einem asymmetnschen Filter 12 
und einer hydrophoben Filterschicfit 23 zugeordnet et- 65 
wa durch Einstecken einer entsprechend ausgebildeten 

Kartusche. ... i u- <; 

Samtliche Einzelvorrichtungen, die in den Fig. 1 bis D 



und 7 bis 11 naher beschrieben worden smd, lassen sich 
in einem Mikrotiterstreifen bestehend aus 8 anemander- 
eesetzten Einzelvorrichtungen anordnen. Beispielhatt 
ist dies noch einmal in den Fig. 1 2 bis 14 dargesteUt. 

Die Fig. 12 zeigt eine Filtrationsvorrichtung mit An- 
ionenaustauscher wobei ein Mikrotiterstrip oder eine 
Mikrotiterplatte mit 8 bzw. 8x 12 Vertiefungen. In der 
Vorrichtung gemaB Abb. 12 befindet sich emc asymme- 
trische Filtrationseinrichtung in einer aufsteckbaren 
Kanusche auf dem zylindrischen Hohlkorper 1. der eine 
Anionenaustauscherschicht zwischen den Einrichtun- 
gen 5, 6 fixiert enthalt. 

Die Fig. 13 betrifft eine Filtrationsvorrichtung, die an- 
stelle des Anionenaustauschermaterials ein minerali- 
sches Tragermaterial besitzt, welches in der Lage ist, 
Nukleinsauren in hohen Salzkonzentrationen zu adsor- 
bieren. Vorzugsweise befindet sich eine Silicagelschicht 
1 1 angeordnet zwischen zwei Einrichtungen 5 und 6. 

Die Fig. 14 zeigt eine Kombination der Anordnung 
gemSB Fig. 2 sowie einer asymmetrischen Filterschicht 
mit hydrophober Filterschicht. die uber dem Hohlkor- 
per 1, in FlieBrichtung der Probe gesehen, angeordnet 

*^\)ie jerfindungsgemaBe Vorrichtung, insbesondere die 
in Fig! 3 Oder 4 naher eriauterte Vorrichiungen, smd 
besonders vorteilhaft, das die Elution der Nuklemsaure 
aus dem zweiten Material 1 1 mit nur sehr genngen Flus- 
sigkeitsmengen gewShrleistet 

Der DurchfluB der Probe durch die erfindungsgema- 
Be Vorrichtung wird grundsatzlich durch die Schwer- 
kraft bewirkt, jedoch kann zur Beschleunigung der Rei- 
nigung und Trennung der Nukleinsauren ein Uberdruck 
an der Offnung 7 bzw. ein Unterdruck an der Offnung 8 
bzw. 18 angelegt werden. Eine weitere bevorzugte Aus- 
fuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung ver- 
wendet als asvmmetrische Filter solche aus gesintertem 
Glas mit abnehmender PorengroBe oder ubereinander- 
geschichtete Kunststoffmembranen mil abnehmender 
PorengroBe in FlieBrichtung der Probe durch den Hohl- 

kdrper. ^ ^ n 1 •• 

Nukleinsauren aus Zellen und anderen Quellen kon- 
nen ohne Zenirifugation, Phenol/Chloroform-Extrak- 
tion und ohne Alkoholfallung erhalten werden, wobei 
die Nukleinsaure am Ende des Verfahrens m konzen- 
trierter Form in Wasser oder Puffer niedriger Salzkon- 
zentration voriiegt und somit direki fiir anschlieflende 
enzymatische Reaktionen einsetzbar isL Em weiierer 
Vorteil besteht darin, daB der Einsatz von teuren Labor- 
einrichtungen vermieden werden kann. Die Elution 
kann beispielsweise durch Schwerkraft bewirkt werden 
und muB nicht mittels sogenannter HPLC-Gerate 
durchgefOhrt werden. 

Die Herstellung einer Silicagel-Anionenaustauscher/ 
Silicagel-Extraktions-Saule erfolgt vorzugsweise da- 
durch, daB ein Polypropylen-GefaB passend m em han- 
delsubliches 13 ml ZentrifugengefSB, unten mit einer 
50 urn Polyeihylen-Fritie(por6se Filterschicht aus Poly- 
ethyien, \J5 mm dick) verschlossen wird und mit 50 mg 
Silicagel (Lichrosphere Si 100, 16-24 pm: Merck^ 
Darmstadt, FRO) uberschichtet. Diese Silicagelschicht 
wird mit einer zweiten pordsen Polyethylen-Fntte ver- 
schlossen und die zwcite Fritte mit 100 mg Sihcage -An- 
ionenaustauschcr (Qiagen, Fa. Diagen, Dusseldorf, 
FRO) PartikclgrSBe 16 bis 23 ^m Qberschichtet und ab- 
schlieBend mit einer dritten pordsen Polyethylen-Fntte 

verschlossen. , 

Die Herstellung einer Agarose-Anionaustauscher/Si- 
licagel-Extraktions-Saule erfolgt vorzugsweise dadurch. 
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daB ein Polypropylen-GefaB unten mit einer 50 ^.m Po- 
lyethylen-Fritte (porose Filterschicht aus PE; 1^ mm 
dick) verschlossen und mil 50 mg Silicagel (Lichrosphe- 
re Si 100, 16—24 ^im) iiberschichtet wird. Diese Silica- 
gelschichi wird mit einer zweiten Polyethylen-Fritte 5 
verschlossen und die zweite Fritte mit 0^ ml DEAE-Se- 
pharose FF (Fa, Pharmacia, Freiburg. FRG), Partikel- 
groDe 45—165 jim uberschichiet und abschlieBend mit 
einer dritien porosen Polyethylen-Fritte verschlossen. 

Die Herstellung einer Anionenaustauscher-Membra- 10 
ne/Silicagel-Membran-Extraktions-Sauie nach Fig. 3 
erfolgt vorzugsweise dadurch, daB in ein Polypropylen- 
GefaB auf eine Polyethylen-Fritte eine 1 mm dicke Em* 
pore® Silicagelmembrane (3) (3M Corp. Sl Paul. MN, 
USA), ein 0,2 mm dickes Polypropylen-Vlies und 1 mm 15 
dicke Anionenaustauscher-Membrane bestehen aus 
16— 23 Jim Qiagen Anionenaustauscher Partikel (Dia- 
gen GmbH. Diisseldorf, FRG) plaziert wird. 

Die Herstellung einer Anionenausiauscher/Siiicagel- 
Mikrotiierstreifen-Exirations-Saule erfolgt wie be- 20 
schrieben: Ein Mikrotiterstreifen mit 8 oder 96 Positio- 
nen wird mit einer DEAESilicagel-Membrane und einer 
Silicagel-Membrane gefOlli. in eine Bohrung eines Mi- 
krotiterstreifens werden eine 0.75 mm dicke Silicagel- 
membrane^ hergestellt aus Sident 9 Silicagelpartikeln 25 
(fa. Degussa, Frankfurt. FRG), eine 0,2 mm dicke-Poly- 
propylen-VIies-Schicht und eine 0.8 mm dicke Anionen- 
austauscher-Membrane hergestellt aus Qiagen, 
16—23 ^im (Fa. Diagen. Dusseldorf. FRG) eingepaBt 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele 30 
weiter erlautert 

Beispiel 1 

Preparation von Plasmid DNA 35 

Eine 100 ml Kultur in LB-Ampicillin Medium mit 
pUC 18 transformierten HB 101 E. coli Zellen wird 
10 Minuten bei 5000 g zentrifugien. Das Zellpellet wird 
in 10 ml 50 ml Tris-HCl, 10 mM EDTA. pH 8.0, 40 
100 ^g/ml RNAse A resuspendiert. 

Um die Zelle zu lysieren werden 10 ml 0,2 M NaOH, 
1 % SDS werden zur Zellsuspension gegeben, vorsichtig 
gemischi und 5 Minuten bei Raumtemperaiur stehen 
geiassen. Danach wird mit 10 ml 3M K-Acetat. 2 M 45 
Essigsaure neutralisiert gemischt und 15 Minuten auf 
Eis inkubiert. Das Lysat wird 30 Minuten bei 15 000 g 
zentrifugiert und der Oberstand vorsichtig abgehoben. 
1 ml klares Zell-Lysat wird auf eine DEAE-Anionenaus- 
tauscher/Silicagel-Zentrifugations-Extraktions-Saule 50 
pipettiert und die Probe durch die Austauscherschicht 
1 Minute bei 2300 g zentrifugiert Die ExtraktionssSule 
wird mit 0,8 ml 1 M NaCl, 15% Ethanol, 50 mM MOPS, 
pH 7.0 und mit 15% Ethanol 10 mM Na-Acetat pH 7,0, 
0,8 ml 1 M NaCIO gewaschen um RNA und Proteine zu 55 
entfernen. Die DNA wird mit 7 M NaCI04 15% Ethanol, 
10 mM Na-Aceiat, pH 7.0 eluiert und dabei direkt an die 
Silicagel-Schicht gebunden. Die Extraktionssaule wird 
mit 0,8 ml 70% Ethanol, 100 mM NaCl 10 mM Na- Ace- 
tat pH 7,0 und mit 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser gewa- eo 
schen. Spuren an EtOH werden eventuell durch eine 
weiiere Zentrifugation entfemt. AnschlieBend wird die 
DNA mil 50 \i\ 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0 
durch Zentrifugieren eluiert un5i in neucn 13 ml R6hr- 
chen aufgefangen. Die eluierte'DNA kann dann direkt 65 
in einer enzymatischen Reaktion wie zum Beispiel Re- 
striktionsspaltung. Markierung. Sequenziening oder 
Amplifikation eingeseizt werden. 
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Beispiel 2 

Parallele Preparation von Plasmid DNA 

8 DEAE-Silicagel-Membrane/Siiicagel-Extraktions- 
Saulen werden auf einer Vakuumkammer aufgesetzL 
8 X je 1 ml eines Plasmid DNA enihalienen Zell-Lysaies 
werden unter Vakuum (20 bis 750 mbar) durch die Ex- 
traktionssaulen gesaugu Die Extraktionssaule wird mit 
0,8 ml 1 M NaCL 15% Ethanol. 50 mM MOPS. pH 7,0 
und mit 15% Ethanol 10 mM Na-Acetat pH 7.0. 0,8 ml 1 
M NaCI04 gewaschen, um RNA und Proteine zu entfer- 
nen. Die DNA wird mit 7 M Naa04, 15% Ethanol, 10 
mM Na-Acetat, pH 7,0 von der Anionenaustauscher- 
Schicht eluiert und dabei direkt an die Silicagel-Schicht 
gebunden. Die Extraktionssaule wird mit 0,8 ml 70% 
Ethanol, 100 mM NaCl. 10 mM Na-Acetat pH 7,0 und 
mit 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser gewaschen. Die Pro- 
benrohrchen werden zur Entfernung der hochkonzen- 
trierten Salzlosung mit 0,8 ml 70% Ethanol. 100 mM 
NaCl, 10 mM Na-Acetat. pH 7,0 und 0,8 ml 90% Etha- 
nol/Wasser gewaschen. Die in der Extrakiionsschicht 
vorhandenen Ethanol-HpO-Reste werden durch ein 
Durchsaugen von Raumluft durch ein Vakuum fiir 1 - 
2 Minuten verfluchtigt. AnschlieBend werden die 8 Pro- 
ben mit je 50 1 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA. pH 8,0 
eluiert. 

Beispiel 3 

Praparation von M13 Einzelstrang DNA 

1 ml M 13 Phagensuspension werden mit 0.5 ml 30% 
PEG 6000. 1,5 M NaCl versetzt und nach 10 Minuten 
Inkubation auf Eis 15 Minuten bei 15.000 g abzenirifu- 
gieri. Das Phagenpellet wird in 0,5 ml 0,5 M Guanidin- 
HCl, 1% Triton X- 100 resuspendiert und 10 Minuten bei 
70''C lysiert. Das Phagenlysat wird auf einer Vakuum- 
kammer direkt durch eine Extraktionssaule nach Bei- 
spiel 3 gesaugt und adsorbiert. Die Extraktionssaule 
wird mit 1 ml 0,75 M NaCl. 15% Ethanol 50 mM MOPS, 
pH 7,0, Iml 0,75 M NaC104, 50 mM Tris-HCl. pH 7,0 
gewaschen und mit 7 M Guanidin, 15% Ethanol. 50 mM 
Na-Aceiai, pH 7.0 von der Anionenaustauscherschichi 
eluien und an die Si02-Schicht adsorbiert. 

Beispiel 4 

Praparation von genomischer DNA aus Blui 

1 ml citrat-stabilisiertes, humanes Vollblut werden 
zur Lyse der Erythrozyten mil 1 ml 1% Saponin ver- 
setzt und sofon nach dem Mischen, 5 Minuten bei 
2500 g abzentrifugiert Die Leukozyten werden in 1 ml 
PBS- Buffer resuspendiert und nochmals pelletierL Die 
gewaschenen Leukozyten werden in 1 ml 500 mM Gua- 
nidin-HCL 50 mM Tris-HCL 10 mM EDTA, pH 8.0 resu- 
spendiert und die Zellen durch Zugabe von 0,1 ml Prote- 
inase K (10 mg/ml) 2 Stunden bei 50*C lysiert. Das Leu- 
kozyten- Lysat wird sofort auf die Agarose/ Anionenaus- 
tauscher/Silicagel/ExtraktionssSule pipettiert und mil 
1 ml 0,25 M NaCL 10 mM Na-Acetat pH 7,0 und 1 ml 
0,25 NaCI04, 10 mM Na-Acetat pH 7,0 gewaschen. 1 ml 
citrat-stabilisiertes, humanes Vollblut wird unter Vaku- 
um, durch eine Anionentauscher-Silicagel-Saule ge- 
saugt. Die Leukozyten werden dabei in der Matrix ein- 
gefangen, wogegen die wesentlich kleinercn Erythrozy- 
ten durch die Matrix durchwandem. Die Extraktions- 
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'^^'^J^O 15 Minuten bei Raumtemperatur >ys«rt- Die 
Tween lO. , ^ o,^tP.ine werden mit zweimal 1 ml 

Saule eluiert. 

Beispiel 5 

Praparation, Emsalzung und Konzentration von DN A 
im Mikrotiterformat 

«^ 1 «,i Kulturen von Plasmid pBluescript in XL 1 
96 xl ^} im 2xYT Medium 18 Stun- ,5 

Blue Ecol. ZeUen^we«^^^^^^^^^ mit U ml Venie- 

?i Beckmana MQnchen) kultiviert. Die Zellen 

fungen (^^•."^*=':7^^"';i,-„en„ifuge fiir 10 Minuten bei 
werden memerM^kome^^^^^^^ 

*l'*,5ftril ¥l3;n^S^^^ MA, USA) werden je 20 

(Fa. Matrix Technologies^ 100 ng/ml 

°R^.\t.And"?e''M7;;S^^ 

^ddS zellen 5 Minuten auf einen V.brat.ons-Schuttler 

'"Dfr?e1ien'"werden durch die Zugabe von je 0^5 ml 25 
02 M NaOH T% SDS 5 N4inuten bei Raumtemperatur 

miSer DEAE-Silicagelmembrane und Silicagelmem- 
brane DbStim Nach der Oberf uhrung aller 96 Proben 

SSe Filtr erapparatur durch die Mikrot.terplatte ge- 
sauet D e DN A wird dabei an die Anionenaustauscher- 40 
SchidnTidsorbieru wohingegen unter d.esen spez.ellen 
ledSigungen Proteine. RNA .nd Metabolite nicht ad- 

'°Se Ex'JlSonssaule wird mit 0.8 ml 1 M NaCl, 15% 
Et?aSo!^TmM MOPS. pH 7,0 und mit 150/o EthanoL ,0 « 
mM Na-Acetat pH 7,0. 0.8 m 1 ^ NaOO* gewasch^ 
um RNA und Proteine zu entfemen. Die DNA w»™ '"•^ 
7 M NaaO. 15% EthanoL 10 mM Na-AcetaV pH 7^ 
eluien und dabei direkt an die S' '^geWSchicht gebun 
den. Die Extrakuonssaule wird m.t JOj^J^jS 
100 mM NaCL 10 mM Na-Acetat pH ^.Ound mrt Wml 
90% Ethanol/Wasser ge^^aschen. Anschl.eBendw.rd d e 

von Salz befreite DNA in konz^^^I'f "^rj^o ^oTdir 
50 ul 1 mM Tris-HCl. 0.1 mM EDTA, pH 8.0 von aer 
aiicagel SchSt in eine weitere Mikrotiterplatte elu- 55 

"Die Herstellung der Zell-Lysate rnn^^-'^^'^^Jit 
fugation ist ein langwieriges und ^^^^""^^^^^^^^l^^ 
rel Die Limitierung ist vor allem dann gJ;B=J=";^^^; 
viele Proen routinemSBig P'-^Panert^^'^'-*?*" «» 
ofe Zentrifugation hat den Nachteil. daB sie s.ch nicht 
automatisieren laBi. , ^ j„ FrTm- 

Ein weiterer Gegenstand (und ^^rf*^";">/^^,^3^C- 
dung ist eine Vorrichtung und ein y^-^^^^f" "'^SS- 65 
matischen Durchfuhrung des ^•^^'^^rpns ohne Ze^^^^^^ « 
gation in Form einer Fi'trationse.nhe|U die (^er eigenth 
Chen Reinigung der Nukleinsaurc vorgeschahet isu 

Dabe v^lrd die Probe nach bekannter We.se m.t Pro- 



Sewa- teinasen. Detergentien ""^/oder #peratur 
So% kali lysiert Dieses rohe l^«t w.rd^ekt au^^ d 



Oder Al- 

Tintm s"mpi od^r oJlirdruck durchgedrflckt oder un- 
tSTniegS. e nes Vakuums durchgesaugt. Dabe. wer- 
den aHeSSgeSsten Bestandteile zuriickgehalten und 
d« Ware LyS tropft direkt auf die Adsorpfonsschicht 
Durclr cfie'-^th; de'r geeigneten Adsorpuonsb^^^^^^^^^^ 
gen wird die Nukleinsaure an der Adsorpt.on^^^^^^^^ 
adsorbiert Die Filtrationse.nheit m.t dem F.lterkucnen 
wird von der Adsorptionseinheit abgetrennt und/oder 
Trlorfen u"d far di? Analyse des Filterkuchens aufge- 
hoben Die Adsorptionseinheit w.rd m.t gee.gneten Lo- 
sunesmSeln oder.Puffem nachgewaschen. um uner- 
wSte B«tandteile zu entfernen und d.e erwunschte 
?robe w!rd zum SchluB mit einem geeigneten Elut.ons- 

'"'SeisDielsweise laDt sich nach dem erfindungsgemaBen 
VeSetSsmid DNA ohne eine ^'a-Zemr^^^^^^^^^^ 
in einer KUhlzentrifuge prapaneren. l.^' 'i"'^^^; 
von Plasinid pBluescript .n XLl Blue °»V?c in eTner 
den im 2xYT Medium '8 Stunden be. 37 C in e.ner 
Mikrotiterplatte mit 1.5 ml Vert.efungen (Fa. Beck 
minn Schen) kultiviert Die ZeUen werden .n e^ne 
Mikrotiierzentrifuge fiir 10 Minuten bei 2500 g peiie 

"'Sit einer 8-Kanal Multichanel-Pipette (Fa. Matrix 
;«irmt^H^O^TA^^^^^^ 

JesuspenSJen Zellen werden in das Projenreservoir 
des Fntrationsaufsatzes uberfOhrt und .""t m 0^2 M 
NaOH/1% SDS versetzt. Die Probe wird 5 Minuten au^ 
einen VibrationsschOttler geschiittet oder "in cnem 
Wen Oder einer Klebefoiie verschlossen und ge- 
Sit Oder Jurch mehrmaliges Auf- und Abp.pett.eren 

''Nac?5 Minuten Intubation bei Raumtemperaty^^^^^^ 
1 vse wird zur Neutralisation der NaOH und Praz.p.ta 
tiSi de SDS 0.25 ml 3M K-Acetat, 2 M Ess.gsiure zu- 
l«eben und nach einem der oben beschnebenen Ver- 
fahren lemischt Dieses rohe Zell-Lysat w.rd nun stat 
einer Zemrifugation auf einer Vakuumkammer be. 
rOmbar-SOOmbar Vakuum durch die F.ltrations- 
?hS gesauVT Eine asymmetrische oder e.ne stufen- 
wSe piSin, Bereich 200 ^m bis 5 j.m aufwe^sen- 
Je niterschicht mit einer Dicke von 2- 10 mm halt d.e 
ZellbnJchstucke und anderen ungel6sten bzw prazipi- 
Sertcn Bestandteile zuriick ohne zu verstopfen Das 
pSmid DN A enthaltende. Ware Zell-Lj^at tropft durch 

i"rwoge;en'pro«^^^^^^ andere zellulSre Me- 

^E%.^^ -isisirkuS^ 

Seendeu Der nit^^^^^^ wird abgenommen und zu- 
sammenmitdemFiltcrkuchenverworfen. 

P ?' fsTm^M T^HCriS 77und"2 m^! mU^ 
S'^cio! To''mM^N"5.?etat: pH gewaschen und 
mit 7 M NaC104. 15% Ethanol 50 mM Tns-HCl. pH 7,0 
S^^Al'iSrtauscherd^^^^ 

Trennschicht aus einem Nylonneu oder PP-Vl.es umer 
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den hohen Salzkonzentrationen sofort an die Silicagel- 
schicht gebunden. Dabei binden die Proteme und RNA 
bei 1 M-2 M NaC104 nicht an die Silicagelschichi und 
werden ausgewaschen. Die Siiicagelschicht wird zum 
Entfernen der restlichen Spuren an Proteinen mit 1 ml 7 5 
M Guanidin HCI, 10 mM Na-Acetat pH 7.0 gewaschen. 
Die Hochsalzlosung an 7 M Naa04 wird zweckmaBi- 
gerweise mil 1 ml 700/o EtOR 100 mM NaCl 10 mM 
Na-Acetai, pH 7.0 und 1 ml 90% Ethanol/Wasser oder 
1 ml 90% Aceton/Wasser ausgewaschen. Nach dem to 
Trocknen wird die Plasmid DNA salzfrei und inkonzen- 
trierter Form mit 50 ^il 1 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, 
pH 8^ eluieri. , . 

Auf diese Weise laBt sich die Plasmid DNA in kurze- 
ster Zeit ohne Zentrifugation, Phenol/Chloroform-Ex- 15 
traktion und ohne Alkoholfallung mil einer Ausbeute 
von 50% bis 80% inkonzentrierier Form isoheren. Bei 
der Verwendung einer beschriebenen Mikrotiierplat- 
lenversion lassen sich 96 Plasmid-Minipreps von 
1— 2 ml E.coli Kulturen mit einer Ausbeute yon 20 
1 — 10 urn DNA in ca. 60 Minuten praparieren von einer 
Person. Die bisher bekannten Verfahren benoiigen dazu 
6 bis 12 Stunden. 



♦ , Beispiel6 25 

Plasmid Miniprep mil einer Vorrichtung nach Fig. 7 

Eine 1.5 ml XL Blue E.coii Kuliur mil pUC 18 Plasmid 
DNA in LB-Medium wird 5 Minuten bei 10 000 g zentn- 30 
fugiert urn die Zellen zu pelleiieren. Das Zell-Pellet 
wird in 0^5 ml 50 ml Tris-HCl 10 mM EDTA. pH 8.0, 
100 yig/ml RNAse A resuspendiert Zur Zell-Lyse wer- 
den 0.25 ml 0.2 M NaOH. 1% SDS werden zur Zellsu- 
spension gegeben, vorsichiig gemischt und 5 Mmuten 35 
bei Raumiemperaiur siehen gelassen. Danach wird 
0^5 ml 3M K-Acetat. 2 M EssigsSure zur Neutralisation 
zugegeben. gemischt und 15 Minuten auf Eis inkubiert 
Das Lysat wird in die Filtrationsvorrichtung nach Fig. 7 
uberfuhn. Die ganze Vorrichtung wird auf eine Vaku- 40 
um-Kammer aufgesetzt und das Zell- Lysat mit 20 
mbar— 800 mbar durch die Vorrichtung gesaugt. Alter- 
naiiv kann die Probe mit einem Kolbensiempel oder 
Oberdruck durch die Filtrationsschichien gedriickt wer- 
den. Nach der Filtration wird die Filtrationsvorrichtung .45 
abgenommen und der Filierkuchen mit den Zellbruch- 
stucken, den denaturierten Proteinen und dem ausgefa!- 
lenen SDS verworfen. 

Die Extraktionssaule wird 2 mal mit 0^ mil M NaCl. 
15% Eihanol. 50 mM MOPS. pH 7,0 gewaschen, um 50 
RNA und Proteine zu entfernen.Die DNA wird mil 1 ml 
\25 M NaCl. 15% Ethanol, 50 mM Tris-HCL pH 8^ 
eluierL Die eluiene DNA wird zur Entsalzung und zur 
Konzentrierung mil Alkohol gefallt und das Alkohol- 
Pellet durch eine Zentrifugation pelletieri. 55 

Beispiel 7 



Filtrationsvorrichtung nach Fig. 8 gegeben, die Vorrich- 
tung mil einem Stopf en oder einer Klebefolie verschlos- 
sen, vorsichtig gemischt und 5 Minuten bei Raumiempe- 
raiur stehen gelassen. Danach wird 0.25 ml 3 M K-Ace- 
tau 2 M Essigsaure zur Neutralisation zugegeben. ge- 
mischt und 15 Minuten auf Eis inkubieru Die ganze Vor- 
richtung wird auf eine Vakuum-Kammer aufgesetzt und 
das Zell-Lysat mil 20 mbar -800 mbar durch die Vor- 
richtung gesaugt Aliernativ kann die Probe mit einem 
Kolbensiempel oder Oberdruck durch die Filtraiions- 
schichten gedriickt werden. Nach der Filtration wird die 
Filtrationsvorrichtung abgenommen und der Filierku- 
chen mit den Zellbruchstiicken, den denaturierten Pro- 
teinen und dem ausgefallenen SDS verworfen. Die Ex- 
traktionssaule wird 2 mal mit 0.8 ml 1 M NaCl, 15% 
Ethanol 50 mM MOPS, pH 7.0 gewaschen, um RNA 
und Proteine zu entfernen. Die DNA wird mil 1 ml 1.25 
M NaCl. 15% Ethanol. 50 mM Tris-HCl. pH 8.5 eiuieri. 
Die eluiene DNA wird zur Entsalzung und zur Konzen- 
trierung mit Alkohol gefallt und das Alkohol-Pellei 
durch eine Zentrifugation pelleiiert. 

Beispiel 8 

Preparation von Plasmid DNA an einer 
Silicagel-Schicht mit einer Vorrichtung nach Fig. 10 

Eine 1^ ml XL Blue E.coli Kultur mil pUC 18 Plasmid 
DNA in LB-Medium wird 5 Minuten bei 10.000 g zentn- 
fugiert, um die Zellen zu pelletieren. Das Zell-Pellet 
wird in 0.25 ml 50 ml Tris-HCl, 10 m MEDTA. pH 8.0. 
lOOp-g/ml RNAse A resuspendiert und in die Filtra- 
tionsvorrichtung nach Fig. 10 uberfuhn. Zur Zell-Lyse 
werden 0.25 ml 0.2 M NaOH. 1 % SDS zur Zellsuspen- 
sion in die Filtrationsvorrichtung gegeben. die Vorrich- 
tung mit einem Stopfen oder einer Klebefolie verschlos- 
sen. vorsichtig gemischt und 5 Minuten bei Raumiempe- 
raiur siehen gelasen. Danach wird 0.5 m! 5.5 M Guani- 
din-HCl. 025 M K-Acetau pH 53 zur Neutralisation 
zugegeben. gemischt und 15 Minuten auf Eis inkubieri. 
Die ganze Vorrichtung nach Abb. 10 wird auf eine Va- 
kuum-Kammer aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 20 
mbar -800 mbar durch die Vorrichtung gesaugt Alier- 
nativ kann die Probe mit einem Kolbenstempfel oder 
Oberdruck durch die Filirationsschichi abgenommen 
und der Filierkuchen mit den Zellbruchsiucken. den de- 
naturierten Proteinen und dem ausgefallenen SDS ver- 
worfen. Die Extraktionssaule wird 2 mal mit 1 ml 7 M 
NaC104. 10 mM Na-Aceiau pH 7.0 gewaschen und mil 
0.8 ml 90% Ethanol/Wasser gewaschen und die Eihan- 
oispuren durchgesaugt. Zum SchluB wird die DNA mil 
50 ^l 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA. pH 8.0 eiuien und 
in neuen \3 ml Rdhrchen aufgefangen. 

Die eluierte DNA kann direki in einer enzymatischen 
Reaktion wie zum Beispiel Restriktionsspaltung. Mar- 
kierung, Sequenzierung oder Amplifikation eingesetzt 
werden. 



Preparation von Plasmid DNA mit einer Vorrichtung 

nach Fig. 8 60 

Eine 1,5 ml XL Blue Ecoli Kultur mit pUC 18 Plasmid 
DNA in LB-Medium wird 5 Minuten bei 10 000 g zentri- 
fugien, um die Zellen ?ii pelletieren. Das Zell-Pellet 
wird in 0.25 ml 50 ml Tris-HCl 10 mM EDTA, pH 8,0. 65 
lOO^ig/ml RNAse A resuspendiert und in die Filtra- 
tionsvorrichtung uberfuhrt. Zur Zell-Lyse werden 
025 ml 0.2 M NaOH. 1% SDS zur Zellsuspension in die 



Beispiel 9 

Preparation von 8 x Plasmid DNA in einem 
Mikrotiterstrcifen 

8 mal l^ml XL Blue E-coli Kulturen mit pUC 18 
Plasmid DNA in LB-Medium werden 5 Minuten bei 
10 000 g zentrifugiert, um die Zellen zu pelletieren. Die 
Zell-Pellets werden in 0.25 ml 50 ml Tris-HCl.lOm 
MEDTA, pH 8A 100 ^ig/ml RNAse A resuspendiert und 
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• Soirichtung nach Fig. 14 QberfQhrt Zur Zell-Lyse 
"^mI oSs ml 0% M NaOH. 1% SDS zur Zcllsuspen- 
"^^ta die Filtrationsvorrichtung gegeben. die Vomch- 
" , mit cineni Stopfen oder einer Klebefolie verschlos- 
iSf^^chtig gemischt und 5 Minuten bei I^umtempe- 
!!S;pstehen gelassen. Danach wird 0.25 ml 3 M X-Ace- 
I-*? M Essigsaure zur Neutralisation zugegeben, ge- 
micht und 15 Minuten auf Eis inkubieru Die ganze Vor- 
Sn? wird auf eine Vakuum-Kammer aufgesetzt und 
Zdl-Lysat mit 20 mbar-800 mbar durch d.e Vor- 
irfitung gesaugt Altemativ kann die Probe mit Ober- 
dmS dureh die Filtrationsschichten gedrOcki werden. 
Nach der Filtration wird die Filtrationsvorrichtung ab- 
«,Smmen und der Filterkuchen mit deii Zellbruchstuk- 
Wea. den danaturierten Proteinen und dem ausgefalle- 15 
nen SDS verworfen. Die ExtraktionssSule wird mit 
SJ nJ 1 M Naa 15% Ethanol 50 mM MOPS. pH 7.0 
und mit 0.8 ml 1 M Naa04. 15% Ethanol 10 mM Na- 
A«tat pH 7.0 gewaschen. um RNA und Proteine zu 
«Srrnen Die DNA wird mit 7 M NAa04. 15% Etha- 20 
noL 10 mM Na-Acetal, pH 7.0 von der Anionenaustau- 
scher-Schicht 10 eluiert und dabei direkt an die Silica- 
Bcl-Schicht 11 gebunden. Die ExtraktionssSule wird mit 
0.8 ml 70% Ethanol. 100 mM NaCl, 10 mM Na-Acetat 
pH 7 0 und mit 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser gewaschen. 25 
Die in der ExtrlktionSschicht vorhandenen Ethanol- 
"~H2D-"Reste' werden durch ein Durchsaugen von Raum- 
luft durch ein Vakuum fOr 1-2 Minuten verflQchtigt. 
AnschlieBend werden die 8 Proben mit je 50 jil 1 mM 
Tris-HCl. 0.1 mM EDTA, pH 8.0 eluiert. 30 
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MEDTA, pH 8,0, 100 \ig/m\ RNAse A resuspcndiert und 
in die Vorrichtung mil cinem Stopfen oder ciner Klebe- 
folie vcrschlossen, vorsichtig gemischt und 5 Mmuten 
bei Raumtemperatur stehen gelassca Danach wird 
0^ ml 3 M K-Acetat 2 M EssigsSure zur Neutralisation 
zugegeben. gemischt und 15 Minuten auf Eis mkubieru 
Die ganze Vorrichtung wird auf eine Vakuum-Kammer 
aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 20mbar-800 mbar 
durch die Vorrichtung gesaugt Altemativ kann die Pro- 
be mit Oberdruck durch die Filtrationsschichten gc- 
druckt werden, Nach der Filtration wird die Filtrations- 
vorrichtung abgenommen und der Filterkuchen mit den 
ZellbruchstQcken, den denaturierten Proteinen und dem 
ausgcfallenen SDS verworfen. Die Extrakuonssaule 
wird 0,8 ml 1 M NaCl 15% Ethanol, 50 mM MOPS, pH 
7,0 und mit 0,8 ml 1 M NaClOA, 15% Ethanol. 10 mM 
Na-Acetat pH 7,0 gewaschen, um RNA und Proteine zu 
entfernen. Die DNA wird mit 7 M NaCIO*. 15% Etha- 
nol, 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 von der Anionenausiau- 
scher-Schicht 10 eluiert und dabei direkt an die Silica- 
gel-Schicht 11 gebunden. Die Exiraktionssaule wird mil 
0,8 ml 70% Ethanol. 100 mM NaCl. 10 mM Na-Acetat 
pH 7.0 und mit 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser gewaschea 

Die in der Extraktionsschicht vorhandenen Ethanol- 
HjO-Reste werden durch ein Durchsaugen von Raum- 
lufi durch ein Vakuum fUr 1-2 Minuten verflOchtigi. 
AnschlieBend werden die 96 Proben mit je 50 \i\ 1 mM 
Tris-HCl 0,1 mM EDTA pH 8.0 eluiert und in neuen 
Uml Rdhrchen aufgefangen. Die eluierte DNA kann 
direkt in einer enzymatischen Reaktion, wie zum Bei- 
spiel Restriktionsspaltung. Markierung, Sequenzierung 
Oder Amplifikation eingesetzt werden. 



^ PrSparation von 8 x 1 ml M13 DNA mit einer 
' Vorrichtung nach Fig* 1 3 
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'ixl ml M13 Phagensuspension werden mit 0,5 ml 
/ 30% PEG 6000, 13 M NaCl versetzt und 10 Minuten auf 
*■ Eis inkubiert Die Proben werden auf eine Vorrichtung 
nach Abb. 13 uberfQhrt und das Phagenlysat wird auf 40 
einer Vakuumkammer direkt durch eine Vorrichtung 
nach Fig. 13 gesaugt und filtriert Das Phagenpellet wird 
durch das Durchsaugen von 7M Guanidin-HCl pH 7,0 
lysiert und die DNA gleichzeiiig an die Silicagelschicht 
11 adsorbiert. Die Exiraktionssaule wird 2 mal mil 1 ml as 
^rjzJI ls/L Guanidin-HCl 10 mM Na-Aceiat, pH 7,0 gewa- 
schen.um Proieine zu entfernen. Die Exiraktionssaule 
wird mil 0,0 ml 70% Ethanol 100 mM NaCl 10 mM 
V' Na-Acetat pH 7,0 und mil 0,8 ml 70% Ethanol 100 mM 
g NaCl lOO mM Na-Acetat pH 7,0 und mit 0,8 ml 90% so 
c/SlEthanol/Wasser gewaschen und fOr 1—2 Minuten Luft 
irdurchgesaugt. Zum SchluB wird die DNA mil 50 ^1 10 
l^-tnM Tris-HCl 1 mM EDTA, pH 8,0 eluiert und in neuen 
I .iCWinlRdhrchen aufgefangen. : = *' - ' 

Die eluierte DNA kann direkt in einer enzymatischen 55 
i r-S Reaktion wie zum Beispiel Restriktionsspaltung. Mar- 
|::i^lQeningi-Seqttenzierung oder Amplifikation eingpseizi 

li^rOfi-^^:'::- • Beispiel 11:-- ^ 60 

^^^^Sic^aparation von 8x12 Plasmid DNA mit einer ' 

•::m^m^X^\. Vorrichtung nach Fig. 14 J ^ - - 

mai" li mi XL Blue EotU K^lturen mit pUCJ8 65 
Plasmid DNA in LB-Medium werden 5 Minuten bei 
m2300g zentrifugiert um die Zellen zu pellctieren. Die 



^Zell-Peliets werden in 025 ml 50 ml Tris-HCl 10 m 



Patenianspriiche 

1. Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nu- 
kleinsSuren aus Zellen oder anderen Quellen, wo- 

bei - 

a) die Nukleinsauren enihalienden Zellen auf- 
geschlossen und die Zelltriimmer entfemi war- 
den Oder sonsiige nukleinsaurehaliige Proben 
mit Anionenaustauschem behandelt werden, 
und zwar in Pufferiosungen mil geringer lo- 
nensiarke, 

b) danach die Nukleinsauren mit einem Puffer 
hoher lonensiarke von dem Anionenausiau- 
scher desorbiert werden, um danach 

c) im Puffer hoher lonensiarke mi: -inem mi- 
neralischen TrSgermaterial behandelt zu wer- 
den untcr Adsorption der NukleinsSure an die 
Oberfiache der mineralischen Tragerstoffe, 
woraufhin 

d) cine Desorption der NukleinsSure mil was- 
ser Oder einer Pufferlosung mit geringer lo- 
nensiarke erfolgL ^ . u 

Z Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Verfahrensschritte b) und c) un- 
mittelbar aufeinanderfolgend durchgefOhrt wer- 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, wobei 
Zcntrifugations- oder Filtrationsschritte dem 
Schritt a) vorgeschahei werden, um nicht geiaste 

' Bestandteile mechanisch abzutrennen, 

4. Verfahren nach mindestens einem der AnsprQche 
1 bis 3, wobei zwischcn den Schritten a) und b) em 
Oder mehrerc Waschschritte mit Pufferldsungen 
mit geringer oder pro Waschschriti steigender lo- 
nenstSrke erfolgen. 
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5. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 
1 bis 4. wobei zwischen den Schritten c) und d) ein 
Oder mehrere Waschschritte mit einer Pufferlosung 
hoher lonenstarke erfolgen. 

6. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 
1 bis 5, wobei zwischen den Schritten c) und d) 
mindestens ein Waschschritt mit wSBrig/alkohol- 
ischer Ldsung erfolgt 

7. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 
I bis 6, wobei ein Anionenausiauscher vorzugswei- 
se mit hoher Oberflachenladung verwendet wird. 

8. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 
1 bis 7, wobei die Nukleinslure aus einer PCR- 
(Polymerase Chain Reaction), SSSR- (Self-Sustai- 
ned- Sequence Replication), Ligase-Chain-Reac- 
lion stammi. 

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 
1 bis 8. wobei die Nukleinsaure 10 Nukleotide bis 
200.000 Nukleotide umfaBL 

10. Verfahren nach mindestens einem der Anspru- 
che 1 bis 9, wobei die Nukieinsauren aus Bakterien 
Zellkulturen, Blui, Gewebe, Urin, Viren oder ande- 
ren bioiogischen Quellen stammt 

11. Verfahren nach mindestens einem der Anspru- 
che 1 bis y). wobei markierte Nukieinsauren insbe- 
sondere mit Bioiin markierte Nukieinsauren fluo- 
reszenz markierte Nukieinsauren, wie mit Fluores- 
cein-Isothiocyanat markierte oder radioaktiv mar- 
kierte Nukieinsauren eingesetzt werden. 

12. Verfahren nach mindestens einem der AnsprO- 
che 1 bis 11. wobei als mineralische TrSger Silica- 
gSt^Glas, Zeolithe, Aiuminiumoxid, Titandioxid, 

'^irconoxid, Kaolin und/oder Kieselaigen verwen- 
det werden. 

1 3. Verfahren nach mindestens einem der Anspru- • 
che 1 bis 12, wobei pordse oder n i cht porose Matri- 
ces verwendet werden mit einer>artikelgr6Be von 

1 ^m bis 250 jim, vorzugsweise 10 bis 30 ^im. 

14. Verfahren nach mindestens einem der Anspru- 
che 1 bis 13, wobei eine Silicagelsuspension mit 
einer PartikelgroBe von 1 bis 250 ^m, vorzugsweise 
10 bis 30 fim verwendet wird 

15. Verfahren nach mindestens einem der Anspru- 
che 1 bis 14, wobei der Anionenaustauscher eine 
PartikelgroBe von 1 bis 250 ^m, vorzugsweise 10 
bis 100 ^m, und einem Porendurchmesser vonjbis 

2500 nm, v orzugsweise 100 bis 400 nm. au fweigT 

10. vornchtung zur IscJITemng-ttftd^einigung von 
Nukieinsauren mit einem Hohlkorper (1) mit einer 
EmIaBeffnung (7) und einer AusiaBoffnung (8), wo- 50 
bei im Hohlkorper (1) zwischen zwei Fixiereinrich- 
tungen (5. 6) ein pulverfdrmiges erstes Material auf 
Sihcagelbasis (10) angeordnet ist, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB ein zweites Material (11) zwischen 
dem ersten Material (10) und der AusiaBoffnung (8) 55 
angeordnet ist, wobei die ersten und zweiten Maie- 
nalien (10, 11) unterschiedliche Adsorptionscharak- 
tenstika fflr Nukieinsauren aufweisen. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Fixiereinrichtungen (5, 6) po- eo 
rose Scheiben aus gesintertem Glas oder Keramik 
(Fritten) oder Membranen aus Kunststoffen, wie 
Polyethylen, Polypropylen, Polytetrafluoreihylen 
Oder Nylon, sind. j 

18. Vorrichtung nach Anspruch 16 und/oder 17, da- 65 
durch gekennzeichnet, daB die Materialien (10, 11) 
direkt aneinandergrenzen. und zwar in getrennten 
Schichten, und gemeinsam von den Fixiereinrich- 
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tungen (5,6) gehalten werden. 

19. Vorrichtung nach mindestens einem der An- 
sprfiche 16 bis 18. dadurch gekennzeichnet, daB die 
Materialien (10, 11) durch eine Trenneinrichtung 
(13)getrenntsind. 

20. Vorrichtung nach Anspruch 19, dadurch ge- 
kennzeichnet daB die Trenneinrichtung (13) eine 
pordse Scheibe, vorzugsweise aus gesintertem Glas 
(Fntte), Oder eine Kunststoffmembran, vorzugs- 
weise aus Nylon, ist. 

21. Vorrichtung nach mindestens einem der An- 
spruche 16 bis 20, dadurch gekennzeichnet. daB das 
zweite Material (11) in dem einen Kanal bildenden 
AusIaBrohrchen (18), das einen geringeren Quer- 
schnitt als der Hohlkdrper (1) aufweist, zwischen 
den Fixiereinrichtungen (5, 15) fixiert ist. 

22. Vorrichtung nach Anspruch 21, wobei das zwei- 
te Material (11) vom ersten Material (10) nur durch 
eine gemeinsame Einrichtung(17) geirennt sind. 

23. Vorrichtung nach mindestens einem der An- 
spruche 16 bis 23, dadurch gekennzeichnet, daB das 
erste Material (10) aus einem Anionaustauscher auf 
Sihcagelbasis besteht wahrend das zweite Material 
(11) aus einem Silicagelglas besteht. 

24. Vorrichtung nach mindestens einem der An- 
spruche 16 bis 23. dadurch gekennzeichnet, daB die 
Materialien (10, 11) pulverformig und/oder PreB- 
korper sind 

25. Vorrichtung nach niindestens einem der An- 
spruche 16 bis 23, wobei die Partikel der Materia- 
lien (10, 11) in einem Tragernetz aus inerten Kunst- 
stoffen eingebettet sind. 

26. Vorrichtung nach Anspruch 25. dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Tragernetz aus Teflon be- 
steht. 

27. Vorrichtung nach mindestens einem der An- 
spriiche 23 bis 26, dadurch gekennzeichnet. dafi im 
Hohlkorper (1) eine weitere Schicht (12) zwischen 
dem EinlaB (7) und dem ersten Material (10) ange- 
ordnet isu die als mechanische Fihereinrichtung 
wirkt. 

-S. Vorrichtung nach Anspruch 27, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die dritte Schicht (12) ein asvm- 
metrischer Filter ist, wobei die PorengrdBen des 
Filters in FlieBrichtung abnimmt 

29. Vorrichtung nach einem der Anspruche 27 und/ 
Oder 28. wobei der asymmetrische Filter aus gesin- 
lenem Glas mit abnehmender PorengroBe oder 
ubereinandergeschichteten Kunstsioffmembranen 
mit abnehmender PorengrdBe besteht 

30. Verwendung der Vorrichtung nach einem der 
Anspruche 16 bis 29 in einem Verfahren gemSB 
mindestens einem der Anspruche 1 bis 15 zur Pro- 
teincntfemung einer, nukleinsaurehaltigen Probe 
unter Vermeidung einer phenolischen, phenolisch/ 
Chloroform oder Chloroformextraktion. 

31. Verwendung eines Wasch- oder Adsorptions- 
puffers zur Durchfflhning des Verfahrens nach ei- 
nem der AnsprOche 1 bis 15, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Losung 1 bis 7 M Natriumperchlorat, 1 
bis 7 M Gomidinhydrochlorid, 1 bis 5 M Natrium- 
chlorid. 1 bis 6 M Natriumiodid. 1 M Natriumchlo- 
rid/20% Ethanol enthSlt 

3Z Verwendung eines Puffersystems zur Elution 
der adsorbierten Nukieinsauren in einem Verfah- 
ren gemSB mindestens einem der Anspruche 1 bis 
15. wobei der Puffer Wasser, Tris bei einem pH- 
Wert von 5 bis 9 enthalt 
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33 Verwendung der gemaB einem der Verfahren 1 
bis 15 gewonnen Nukleinsauren in einer der folgen- 
den enzymatischen Reaktionen, wie Restriktions- 
abdauung, Sequenzierung, Ampiifikation, Markie- 

Verfahren zur Isoliening und Reinigung von 
Nukleinsauren aus Zellen oder anderen Quellea 

wobei T% 'i t 

a) die Zelltrummer oder sonstige Partikel 
durch eine Filterschicht mil, in FUeBrichtung lo 
der Probe gesehea abnehmender PorengroBe 
entfemt werden» 

b) wobei dann das Effluat mit einem Anionen- 
austauscher in Pufferlosungen mil geringer lo- 
nenstarke behandeli wird. 15 

35 Vorrichiung zur Durchfiihrung des Verfahrens 
nach Anspruch 34, wobei mindestens eine Filter- 
schicht (IZ 20, 21 Oder 22) im Lumen eines im we- 
seniiichen zyUndrischen Hohlkorpers (1) vor emer 
zwischen zwei Einrichtungen (5, 6) fixienen Schichi 20 

(10) mit Anionenaustauschereigenschafien, aus der 
Richtung der EinlaBoffnung (7) her gesehen, ange- 
ordnet isL 

36, Verfahren zur Isolierung und Reinigung von 
Nukleinsauren aus Zellen oder anderen Quellen. 25 

wobei *- * T% 1 1 

a) die Zelltriimmer oder sonstige Partikel 
durch eine Filterschicht mit in FlieBrichtung 
der Proben gesehenen, abnehmenden Filier- 
porengr6Ben entfemt werdea 30 

wobei 

b) das Effluat danach mit einem mmeralischen 
Trager in Pufferlosungen hoher lonenstarke 
behandelt wird. 

37. Vorrichiung zur Durchfahrung des Verfahrens 35 
nach Anspruch 36, wobei mindestens eine Filter- 
schicht (IZ 20, 21 Oder 22) im Lumen eines im we- 
sentlichen zylindrischen Hohlkorpers (1) vor einer 
zwischen zwei Einrichtungen (5, 6) fixierten Schicht 

(11) , die Nukleinsauren bei hoher lonenstarke der 40 
entsprechenden L6sung zu binden vermag, aus der 
Richtung der EinlaBoffnung (7) her gesehen, ange- 
ordnet isi. 
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